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Resumo 
Colagénio é o grupo de proteínas mais abundantes nos organismos 
vertebrados e invertebrados, incluindo mamíferos, possuindo um papel 
fundamentalmente estrutural. E><istem, descobertos até agora, 28 tipos 
de colagénio, cada um com uma organiza~ao específica em diferentes 
tecidos, como osso, tendao, cartilagem, pele ou córnea. Tendo u m papel tao 
determinante nos tecidos biológicos, é u m dos materiais mais utilizados em 
engenharia de tecidos: consoante o tecido que se quer regeneraré escolhido 
o tipo de colagénio a utilizar. Senda já usado em diversas indústrias, como 
farmaceutica, alimentar ou cosmética, a principal fonte é de origem bovina 
ou suína. No entanto, devido ao risco de transmissao de doen~as ou fatores 
religiosos, os organismos marinhos tem adquirido especial aten~ao. É 
possível isolar colagénio de peles de pei><es e utilizá-lo em diversas áreas. 
Neste capítulo damos enfase ao processo de e><tra~ao de colagénio tipo 1 
e algumas aplica~6es na área da engenharia de tecidos, nomeadamente 
na produ~ao de membranas, hidrogéis e compósitos, com aplica~ao em 
Liberta~ao controlada de fármacos e regenera~ao de tecidos biológicos. 
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l. lntrodu<;ao 
O colagénio constituí uma das principais proteínas estruturais dos 
metazoários, estando presente em diversas estruturas destes organismos, 
como o tecido conjuntivo, estruturas ósseas e cartilaginosas, pele, 
etc. (Shigeru e Masatal<a, 1999). Esta proteína é um dos constituintes 
de macroestruturas e tecidos onde é necessária alguma resistencia, 
formando urna rede ande inúmeras moléculas estao ligadas de diversos 
modos. No caso de estruturas como os tendoes ou ossos, as unidades 
de colagénio alinham-se, formando fibrilas, que por sua vez se associam 
Longitudinalmente (Figura 1), dotando as estruturas de grande resistencia 
e capacidade de suportar tensao. No caso do osso e cartilagem, as fibras 
de colagénio ac0modam-se formando urna rede que permite a disposi~ao 
de outras biomoléculas e compostos inorganicos. 
Cadeia a 
1 Duas cadeias a e urna cadeia ~ 
: 
Fibrilas de colagénio 
Figura l. Organizac;:ao estrutural das moléculas de colagénio: em cadeias polipeptídicas. estas 
em tripla hélice e estas últimas em fibrilas. 
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E><istem 28 tipos de colagénio, conhecidos até agora, que apresentam 
pequenas diferenc;;as a nível da sua estrutura primária ou quaternária, 
conferindo as fibras resultantes diferentes características estruturais 
(Ricard-Blum, 2011). 
Em geral, os diferentes tipos de colagénio apresentam uma estrutura 
quaternária composta por tres subunidades alfa que, dependendo do tipo 
de colagénio, podem apresentar pequenas diferenc;;as tanto a nível de 
peso molecular como da sua composic;;ao de aminoácidos (Bailey e col., 
1998). Estas cadeias alfa sao constituidas por uma hélice alfa levogira que 
se dispoem formando uma super-hélice dextrogira, e que se estabiliza 
consoante a e><istencia de ligac;;oes covalentes entre as cadeias (Benjal<ul 
e col., 2012). 
O tipo de colagénio mais estudado no caso das espécies marinhas é o 
colagénio tipo 1, caracterizando-se pela presenc;;a de dois tipos de cadeias . 
alfa (a), cada uma com um peso molecular de cerca de 100 I<Da e uma 
cadeia beta Wl (Gómez-Guillén e col., 2002, Singh e col., 2011, Sotelo e 
col.. submetido) (Figura 2). 
NAEQ 
M.W. 
SCAN M.W. COLII 
co 1 
-
Figura 2. SDS-PAGE de colagénio solúvel em ácido extraído da pele de teleósteos e condríctes. 
MW: Peso molecular padrao; NAEQ: Nezumia aequalis; GMEL: Galeus melanostictus; ETMO: 
Etmopterus spp.; CMON: Chimaera monstrosa; SCAN: Scyliorhínus canícula; RMIR: Raja míraletus; 
COL 1: colagénio tipo 1 bovino, COL 11: colagénio tipo 11 bovino. 
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As propriedades do colagénio, como em qualquer proteína, sao 
determinadas pela su a composi~ao de aminoácidos. Esta proteína te m uma 
composic;ao particular, uma vez que grande parte das subunidades alfa se 
caracteriza pela repeti~ao da sequencia ><-Y-Gly, pelo que o aminoácido 
Glicina (Gly) constituí apro><imadamente 1/3 do total de aminoácidos 
desta proteína (Horng e col., 2007). Outra característica importante é a 
presen~a de aminoácidos em que o aw to da amina está ligado nao apenas 
a um mas a dois carbonos num anel cíclico (anteriormente conhecidos 
como iminoácidos), como a prolina e a hidrO><iprolina, que e><plica 
algumas características físico-químicas do colagénio e que podem ser 
fundamentais na estabilidade da sua tripla hélice (Jongjareonrak e col., 
2010). O conteúdo destes aminoácidos na pele de pei><es encontra-se 
entre 150 e 170 resíduos/1000, valores inferiores aos encontrados em 
colagénio de mamíferos (Regenstein e Zhou, 2006). 
Outras propriedades, como a capacidade de gelifica~ao ou a viscosidade, 
dependem ta111bém da composic;ao de prolina, hidrO><iprolina e outros 
arn inoácidos. A temperatura de fusa o do colagénio e gelatinas de mamíferos 
encontra-se entre os 30 oc e os 33 oc. enquanto para pei><es de á gua quente 
pode oscHar entre os 23 oc e 29 oc (Hwang e col., 2007). Sote lo e colegas 
st,Jgerem a e><isténcia de uma correlac;;ao positiva entre a percentagem de 
hidro)(ila~ao da prolina presente no colagénio solúvel em ácido (ASC. do 
ingles Acid Soluble Collagen), da péle de disti ntas peles de pei><e, com a 
temperatura de desnatura<;ao do colagénio (Sotelo e col., submetido). 
O colagénio tem diversas aplicac;;oes industriais, senda que as mais 
conhecidas se encontram no ambito da indústria alimentar e cosmética (Li 
e col., 2005, Gómez-Guillén e col., 2011, Hashim e col., 2015 ), e><istindo já 
um campo de aplicac;;ao emergente relativamente a materiais biomédicos 
(Nagai e col., 2004, Hoyer e col., 2012). 
As atuais indústrias de produ~ao de colagénio utilizam resíduos 
provenientes do processamento de carne, tal como peles e ossos de 
suínos e bovinos. No entanto, desde o aparecimento de doenc;;as como 
a encefalopatia espongiforme bovina (BSE, do ingles bovine spongiform 
encephalopathy) derivadas do consumo de animais de criac;;ao que 
contém prioes causadores da doenc;;a, a utilizac;;ao destas fontes é vista 
com alguma apreensao. Por outro lado, a quantidade de subprodutos 
originários da indústria pesqueira é significativa, alcanc;;ando valores 
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de até 55% do total do peso do produto a processar, dos quais 30% 
poderiam servir como matéria-prima para a obten\ao de compostos com 
grande valor acrescentado como o colagénio marinho, incluindo pele, 
espinhas e escamas (Gómez-Guillén e col., 2002, l<ittiphattanabawon e 
col., 2010a,b). No entanto, na maioria das indústrias de processamento, 
a gestao e o tratamento destes subprodutos representam um problema 
senda utilizados, no melhor dos casos, como matéria-prima para o fabrico 
de farinhas de peixe ou fertilizantes (Nagai e Suzul<i, 2000). 
No caso concreto da Galiza, em Espanha, ande se concentra urna boa parte 
do sector pesqueiro espanhol, os principais geradores de subprodutos 
de peixe sao as indústrias de transforma\ao e elabora\ao de produtos 
da pesca (incluindo aqui as conservas), os mercados e exportadores de 
peixe, plantas de aquicultura e barcos de pesca. Ter urna estimativa dos 
subprodutos gerados por cada um destes intervenientes na cadeia de 
valor é bastante difícil, em parte devido a dispersao e fragmenta1;)io dos 
próprios operadores, nao existindo estatísticas fiáveis a esse respeito. 
Os autores deste trabalho tem recorrido a entrevistas diretas, obtendo 
informa\oes ao longo dos últimos cinco anos e, de entre as principais 
conclusoes, real\a-se urna significativa acumula\ao de matéria-prima 
na Galiza e em Portugal, que poderia sustentar urna possível indústria 
de produ\ao de colagénio e gelatina de espécies de origem marinha. 
Como exemplo, só no mercado de Vigo durante o ano 2012, foi recolhida 
aproximadamente 1 tonelada de peles de peixe de diversas espécies. No 
caso de Portugal, cuja indústria do processamento de pescado é inferior 
a espanhola, a acumula\ao de subprodutos pode chegar a atingir 7000 
toneladas anuais, das quais é difícil diferenciar os tipos de subprodutos. 
Mas, se estimarmos que cerca de lO% desses subprodutos sao peles, 
teríamos urna quantidade de 70 toneladas de matéria-prima para a 
obten\ao destas duas proteínas de origem marinha. Outra importante 
fonte de colagénio e gelatina é representada pelos descartes das espécies 
marinhas sujeitas a cotas ou TACs (do ingles Total Allowable Captures) os 
quais, após a entrada em vigor da atual Diretiva Europeia (Regulamento 
UE n° 1380, 2013), devem ser desembarcados obrigatoriamente. Este 
novo regulamento é um desafio para o sector das pescas, urna vez que é 
necessário encontrar alternativas viáveis de valorizat;ao para os produtos 
a descartar, para amortecer o impacto económico envolvido em trazer 
para terra urna captura que, até ao momento, carece de valor comercial. 
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Uma das alternativas que te m os vindo a defenderé a extra~ao de colagénio 
e gelatinas e sua utiliza¡;;ao em sectores de maior valor acrescentado, 
nomeadamente o biomédico. É essa abordagem que e><ploramos nas 
sec¡;;6es seguintes. 
2. Extrac;ao de colagénio de fontes marinhas 
No processo de e>< tra~ao de colagénío de recursos marinhos, as variáveis 
que podem afetar o rendimento e propriedades do colagénio e><traído 
incluem os próprios matetiais, os tipos de reag~ntes utilizados e a sua 
concentra~ao, o tempo de rea~ao e a temperatura a que sao realizadas 
as etapas do processo (Regenstein e Zhou, 2006). De um modo geral, a 
metodologi.a de e><tra~ao consta de urna primeira etapa de elimina<;;ao 
de impurezas e de outros componentes que podem estar presentes no 
materia l a utilizar, nomeadamente o u tras proteínas distintas do colagénío, 
lípídos, pigmentos, cálcio e outros componentes inorganicos, sendo este 
um passo que permite um incremento da pureza do co lagénio e><traído. 
Com esta ñnalidade, diversos autores recorrem ao tratamento alcalino 
utiltzando geralrnente hidróxido de sódio (NaHO) O'lM (Nam e col, 2008, 
Benjal<ut e co l., 2010, Matmaroh e col., 2011, Liu e col., 2012, Sotelo e col., 
submetido), senda mehbs utilizado o cloreto de sódio (NaCL) por ser menos 
eficaz na elimina~ao de albuminas e globulinas, assim como o peró><ido de 
hidrogénio (H 20 7) (Sadowsl<a e col., 2003, Wang e col., 2007, Zhang e col., 
2009). No entanto. o NaCl é utilizado em concentrac;oes mais elevadas 
para a precipita~ao do colagénio e)<traído, num passo posterior (Nagai e 
Suzul<i, 2000). Quando a matéria-prima contém grandes quantidades de 
cálcio, como no caso de espinhas e escamas, recerre-se ao uso de ácido 
etilenodiaminotetracé-tico (EDTA) ou outros ácidos organicos, para a 
descalciñcac;ao das amostras (l<ittiphattanabawon e col., 2005). O uso de 
álcool (álcool butíli co ou etflico) é indicado para a remoc;ao de gorduras 
e pigmentos presentes na matéria-prima (Nagai e col. , 2002, Senaratne 
e col., 2006). A fim de facilitar a eliminac;ao dos componentes referidos 
anteriormente e melhorar a e><tra~ao de cotagénio, é recomendável a 
reduc;ao do tamanho das amostras a utilizar, por tritura~ao e/ou moagem. 
No procedimento principal para o isolamento de colagénio é utilizado 
um meio de extra~ao de carácter ácido, no qual o colagénio se solubiliza, 
obtendo-se ASC. Em simultaneo, ou num passo seguinte, pode utilizar-se 
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uma enzima, pepsina, para facilitar a solubilizac;ao do restante colagénio 
no referido meio, obtendo-se PSC (do ingles, Pepsin Soluble Collagen). O 
ácido acético é o mais utilizado neste tipo de e><trac;ao, conseguindo-se um 
efeito de repulsao entre as moléculas de colagénio devido a carga positiva 
adquirida pelas cadeias polipeptídicas que formam o colagénio, ajudando 
na sua solubilizac;ao (Benjakul e col., 2012). O rendimento da extrac;ao, 
determinado geralmente em func;ao do conteúdo de hidroxiprolina (por 
ser considerado um aminoácido específico do colagénio), varia em func;ao 
da espécie, idade, estado da matéria-prima e do protocolo e condic;oes 
de e><trac;ao (Sikorski, 1994, Foegeding e col., 1996, Badii e Howell, 2003, 
Nalinanon e col., 2007, Zelechowska e col., 2010). Vários autores realizara m 
a e><trac;ao de colagénio de distintas espécies marinhas utilizando O'SM 
ácido acético a 4 °( durante 24-48h (Matmaroh e col., 2011), mostrando, 
em algumas ocasioes, uma relac;ao direta entre um maior rendimento 
de colagénio e incrementos na concentrac;ao de ácido acético utilizado 
(Benjakul e col., 2012) ou maior tempo de reac;ao (Nalinanon e col., 2007). · 
Os rendimentos obtidos mediante a solubilizac;ao do colagénio em ácido 
sao frequentemente bai><os e, por este motivo, recorre-se ao uso de 
pepsina. Esta enzima hidro lisa específicamente os péptidos nas regioes nao 
helicoidais da molécula, denominadas telopéptidos, aumentando assim a 
eficiencia na e><trac;ao (Nalinanon e col., 2007, l<ittiphattanabawon e col., 
2010a). As vantagens do uso de pepsina no procedimento de e><trac;ao do 
colagénio incluem a eliminac;ao de proteínas nao colagenosas (devido a 
ac;ao hidrolítica da pepsina) (l<ittiphattanabawon e col., 2010b), aumento 
do rendimento da e><trac;ao em ácido (Singh e col., 2011) e reduc;ao da 
antigenicidade associada aos telopéptidos (Lynn e col., 2004), aumentando 
assim a possibilidade de incorporac;ao deste colagénio em produtos 
alimentares e em diferentes aplicac;oes biomédicas (Lynn e col., 2004). 
3. Aplica<;oes biomédicas de colagénio 
3.1. Membranas para liberta<;ao controlada de fármacos 
3.1.1. Sistemas de liberta<;ao controlada 
O método de administrac;ao de um composto farmaceutico num 
determinado local e com uma ta><a de libertac;ao específica é comummente 
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designado de liberta~ao controlada de u m fármaco. O número de estudos 
sobre este tópico tem vindo a crescer nas últimas décadas, na tentativa da 
obtenc;ao de sistemas com as características desejadas para determinado 
fim . Esta torno u-se numa área multidisciplinar. envolvendo conhecimentos 
dos campos da química, física, biología, conceitos de biofarmaceutica, 
fármaco-cinética e, com o desenvolvimento de novas técnicas de 
processamento de polímeros, bioengenharia (Ranade e col., 2003 ). 
Os sistemas de liberta~ao te m evoluído de modo a maximizar a su a eficácia 
terapeutica (Ranade e col., 2003). Existem diversos tipos de sistemas, 
como hidrogéis, nano/micro cápsulas, nano/micro esferas, lipossomas, 
micelas, dendrímeros e também nanotubos de carbono, demonstrando 
propriedades atrativas tendo em vista a libertac;ao de fármacos . Também 
membranas produzidas por eletrofiac;ao ( electrospinning) o u por moldac;ao 
por evaporac;ao de solvente (solvent casting) podem ser utilizadas neste 
sentido. Alguns destes sistemas tem como base materiais poliméricos, 
podendo estes ser tanto naturais como sintéticos. 
Os sistemas para libertac;ao de fármacos, quer sejam de origem natural 
ou sintética, devem compreender requerimentos importantes de modo 
a evitar efeitos nefastos para o organismo (Chasin e langer, 1990), 
no mea da mente: 
mínimo de efeito biológico secundário possível após inserc;ao; 
o material constituinte deverá ser biodegradável e tanto o primeiro 
como os compostos resultantes da degradac;ao deverao ser 
biocompatíveis e/ou facilmente excretados pelo organismo; 
ausencia de impurezas ou produtos químicos utilizados na sua 
preparac;ao (como agentes de reticulac;ao). 
Estes sistemas sao dotados de algumas funcionalidades cujos métodos 
tradicionais nao conseguem acompanhar (Ranade e col., 2003), 
particularmente: 
acesso a locais inacessíveis por vias cirúrgicas; 
especificidade do local de libertac;ao; 
entrega da quantidade desejada de fármaco; 
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capacidade de controlo da taxa de llberta~ao. 
Os sistemas que consigam reunir estas propriedades sao desejáveis, 
conseguindo ultrapassar algumas das Lacunas existentes nos métodos 
atuais. 
3.1.2. Diferentes tipos de sistemas de liberta<;ao de fármacos 
Os sistemas de Liberta~ao de fármacos podem ser diferenciados em 4 
grupos (Chasin e Langer, 1990, Ranade e col., 2003): 
Sistemas de Libertac;ao controlados por difusao 
Estes sistemas podem ser de dais tipos: matrizes ou reservatórios. Nos 
primeiros, o fármaco estará uniformemente distribuido ao longo da matriz, 
senda Libertado a urna taxa uniforme. No segundo caso, o reservatório é, 
normalmente, de forma esférica ou cillndrica, contendo o fármaco no seu · 
interior numa solu~ao Liquida ou em pó. Sao as propriedades do conjunto 
pollmero/fármaco que definem a difusao e a taxa de libertac;ao. No 
entanto, este tipo de sistema Levanta preocupac;oes especificas: remoc;ao 
dos reservatórios do organismo após finalizada a libertac;ao do fármaco 
ou possibilidade de rotura do sistema e consequente Libertac;ao de doses 
muito elevadas do fármaco para o organismo (Figura 3) . 
• • • 
• • • • • 
• • 
• 
Figura 3. Modelos esquemáticos de sistemas de liberta¡;ao controlados por difusao: A) Sistema 
matricial; B) Sistema de reservatório. 
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Sistemas de liberta~ao ativados por solvente 
Estes poderao ser de dais tipos: controlados osmoticamente ou com 
sistema de inchamento/e><pansao. Os primeiros sao constituídos por um 
núcleo, que contém o fármaco, senda este revestido por uma membrana 
semi-permeável a água que tem um peque no orifício. Havendo, no interior 
da membrana, um agente osmótico que estimula a entrada de água através 
da mesma, acorre um aumento de volume da membrana para o interior 
for~ando o fármaco a sair através do orifício (Figura 4}. Nos sistemas de 
inchamento é utilizado um polímero hidrofílico reticulado que consegue 
absorver grandes quantidades de água sem que acorra a sua dissolu~ao. 
A ta><a de liberta~ao do fármaco é proporcional a entrada de água e 
consequente e><pansao das cadeias macromoleculares (Figura 5}. 
H20 
H20 
H,o 
Agente osmótico 
Membrana semi-
permeável a água 
Figura 4. Modelo esquemático de sistema de liberta\ao de fármacos atlvado por solvente: 
controlado osmoticarnente. l avad Shol<ri arid l<hosro Adiblda (2ÓB). Applícarion of Cellulose 
and Cellulose Der!vatives in Pharmaceutical industries. Cellulose - Medica~ Pharmaceutical 
and Elec.tronic Applicarions, Dr. Theo G.M. Van De Ven (Ed.), ISBN: 978-953-51-ll91·7. 
lnTech, DOI : 10.577"2/55178. Available from; http://www.intec.hopen.com/books/cellulose-
medical-pharmaceutical-and -electronic- applicatlons/appl"ication ·of-cellulose·and -cellulose· 
derivatives-in-pharmaceutical-industries 
• 
• 
Figura S. Modelo esquemático de sistema de libertac;ao de fármaco controlado por expansao. 
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Sistemas de libertar;ao controlados por ar;ao química 
Es tes sistemas pode m ser divididos e m dois tipos: sistemas biodegradáveis 
e sistemas de "cadeias pendentes". Nos primeiros, sistemas biodegradáveis, 
tal como o no me indica, o polímero é biodegradável e coma su a degradar;ao 
ocorre a Libertar;ao do fármaco que se encontra disperso ou dissolvido na 
matriz (Figura 6). Nos sistemas de cadeias pendentes o fármaco encontra-
se químicamente Ligado ao polímero. Por ar;ao enzimática ou hidrólise 
essa Ligar;ao é quebrada, ocorrendo libertar;ao do fármaco. 
Figura 6. Modelo esquemático de sistema biodegradável de liberta,.ao de fármacos. 
Sistemas controlados magneticamente 
Sao sistemas de libertar;ao de microesferas magnéticas e albumina 
que foram desenvolvidos para atuarem específicamente em tumores. 
Teoricamente, sendo estas partículas magnéticas, tornam mais fácil e 
precisa a sua Localizar;ao: serao, assim, mais eficientes em relar;ao ao Local 
selecionado para Libertar;ao do fármaco. 
3.1.3. Biomateriais em libertac;;ao controlada 
Diversos polímeros podem ser utilizados em sistemas de Libertar;ao de 
fármacos, tanto naturais como sintéticos, podendo-se selecionar um ou 
mais para o mesmo sistema. Os polímeros sintéticos oferecem composir;ao 
controlada, reprodutibilidade e degradar;ao passível de ser ajustada. · 
Consistem essencialmente em poli-hidroxiácidos e ésteres, como o 
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ácido poliláctico (PLA). ácido poliglicólico {PGA), ácido poliláctico-co· 
glicólíco (PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL). Os polímeros naturais como 
o colagénio, alginato ou quitosano saO também amplamente utilizados 
por possuírem normalmente urna elevada taxa de l;>iocompatibilidade 
(Uchegbu e Schatzlein, 2006). 
O colagénio é u m bioniaterial natural <;;o m e><celentes propriedades. sen do 
biocompatível, biodegr-adável e com baixa antigenicidade, tornando-
se numa escolha Lógica para uso em engenharia <;le tecidos (Uchegbu e 
S"Chatzlein, 2006). É utilizado em diversa:s aplicac;oes, singularmente ou 
em compósitos, em scaffolds, membranas ou particulas, e em diferente-s 
áreas come;> indústria cosmética¡ alimentar ou farm(,lceutica. Os diversos 
tipos de colagénio estao distribuidos por diferentes estruturas do carpo, 
senda o colagénio tipo 1 o mais abundante, presente em tecidos como a 
pele, osso ou tendao. 
Sao comummente utilizadas fontes bovinas ou porcinas para obtenc;ao 
desta proteína. No en tanto, urna nova fonte te m vindo a captar as atenc;oes 
da comunidade ci~ntífica. O colagénio marinho, obtido de subprodutos 
da indústria alimentar, como peles de peixe, é cada vez mais procurado, 
tal como referido anteriormente, apresentando propriedades que se 
assemelham as do colagénio bovino ou porcino. 
3.1.4. Membranas de colagénio de tubarao para libertac;ao controlada 
A matriz extracelular tem como principais constituintes o colagénio, 
juntamente com glicoproteínas e proteoglicanos, senda de importancia 
crucial para a morfogénese, estrutura e func;ao dos tecidos vivos (Song 
e col., 2006). A escolha do(s) polímero(s) para a produc;ao de sistemas 
análogos a matriz extracelular, numa lógica de engenharia de tecidos, é 
de extrema importancia, pois irá atetar as propriedades (físicas, químicas 
e biológicas) da matriz produzida. Neste sentido o colagénio é apqntado 
como um dos polímeros que mais se adequa a produc;ao de membranas ou 
scaffolds para substituic;ao da matriz extracelular. 
Técnicas como electrospinningou solvente casting permitem a incorporac;ao 
de um fármaco aquando do desenvolvimento de membranas. Num estudo 
realizado pelos autores deste capítulo, extraíu-se colagénio tipo 1 de 
peles de tubarao pata-roxa (Scyliorhinus canicula), que foi utilizado para a 
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produr;;ao de membranas por solvent casting, com dexametasona dispersa 
por toda a sua extensao. A de><ametasona é um fármaco esteróide com 
propriedade anti-inflamatória, podendo ser incorporada em diversos 
sistemas poliméricos, nomeadamente membranas de colagénio, para 
serem utilizadas em tratamentos deferidas de pele. 
Nesse trabalho prepararam-se membranas de colagénio a partir de urna 
solu~ao de colagénio a 1% e m ácido acético 0'5 M, depositada e m moldes 
apropriados e deixando o solvente evaporar, resultando em membranas 
coma forma pretendida (Figura 7). 
Figura 7. Membrana de colagénio de tubarao, obtida por solvent casting. 
Para estabilizar a estrutu rada membrana e i m pedir a su a rápida dissolu~ao e m 
água, testou-se a influéncia de u m reticulante- hexametilenodiisocianato 
(HMDI), em propor~6es de 1% e 5% relativ~mente ao colagénio, avaliando 
diferentes tempos de rea~ao. A influéncia do reticulante na hidrofilicidade 
das membranas foi demonstrada pela química da sua superfície, 
nomeadamente pela quantifica~ao dos grupos amina livres: com urna 
maior quantidade de HMDI e um maior tempo de rea~ao, existem menos 
grupos ami na livres (a rea~ao de reticula~ao faz-se através destes grupos), 
resultando numa diminui~ao da hidrofilicidade da membrana. 
Relativamente aos estudos com o fármaco modelo, dexametasona, este 
foi incorporado na membrana durante a sua prepara~ao, dissolvido 
previamente em acetona e adicionando-o a solu~ao de colagénio. As 
membranas com maior grau de reticula~ao mostraram ser aquelas cuja 
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ta><a de Libertac;ao do fármaco foi mais bai><a. No entanto, em todos os 
casos, cerca de 8 horas após o início da libertac;ao do fármaco, foi atingida 
uma situac;ao de equilíbrio (Figura 8). 
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Figura 8. Perfil de libertac;ao de dexametasona por membranas de colagénio de tubarao. 
Trata-se, assim, de um sistema de libertar;ao controlado por difusao, pois 
embora a membrana seja constituída por colagénio, biodegradável, a 
libertac;ao do fármaco ocorre por entrada de água no sistema e posterior 
mobilidade do fármaco para o local ondea sua concentrar;ao era menor- o 
e><terior da membrana- até que se atinja uma situac;ao de equilíbrio. 
3.2. Hidrogéis 
Os hidrogéis tem vindo a receber uma grande atenr;ao por parte da 
comunidade científica, tendo em conta as suas potenciais aplicac;oes em 
medicina regenerativa, como estruturas que proporcionam integridade 
aos tecidos. Pode m ter como objetivo a libertac;ao controlada de fármacos 
e proteínas, servindo também como adesivos ou de sistema protetor de 
material encapsulado (células, compostos bioativos, etc.) (Slaughter e col., 
2009). 
Colagénio tipo 1 e><traído de peles do tubarao Scyliorhinus canícula, 
utilizando ácido acético 0'5 M (Fernandes-Silva e col., 2013), foi utilizado 
na preparar;ao de estruturas porosas através da tecnología de liofilizar;ao. 
Estas estruturas foram posteriormente reticuladas com genipina (um 
reticulante natural que se tem mostrado eficaz, além de apresentar bai><a 
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toxicidade). proporcionando-lhes estabilidade. Quando a reticula~ao é 
realizada através de col denso a 54 bar e a temperatura ambiente durante 
16h, obtém-se u m hidrogel poroso (Figura 9). 
Figura 9. Hidrogel de colagénio marinho tipo 1 reticulado com genipina 0'1 %, a temperatura 
ambiente, em (0 2 pressurizado a 54 bar, durante 16 horas. 
Foi avaliado o seu potencial para utiliza~ao em engenharia de tecidos e 
medicina regenerativa, em particular para a regenera~ao da cartilagem. 
Estes hidrogéis porosos apresentam propriedades mecanicas adequadas 
a aplicar;ao prevista, com um aumento do módulo de compressao da 
estrutura de 46'3 I<Pa para 57'3 I<Pa coma reticula~ao a 25% (relativamente 
as ami nas livres). A morfología das estruturas reticuladas foi caracterizada 
através de microscopia eletrónica de varrimento (SEM) e microtomografia 
computadorizada de Raios-X (IJ-CT). apresentando um tamanho médio 
de poro de 98 IJm, com urna porosidade de 79% e interconectividade de 
76%. No que diz respeito a avaliar;ao do seu desempenho biológico, foram 
colocadas células ATDCS (linha celular de condrócitos) em contacto di reto 
com as estruturas de colagénio reticuladas, mostrando um aumento de 
atividade metabólica das células, assim como um aumento de dsDNA ao 
longo do tempo de cultura, demonstrando assim a viabilidade das células, 
que se encontram em prollfera<;ao (Fernandes-Silva e col., 2013). 
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3.3. Scaffolds para liofiliza~ao 
E m engenharia de tecidos, sao utilizados diferentes materiais e tecnologias 
para a produ~ao de estruturas porosas com uma gama alargada de 
propriedades, procurando atender aos requisitos específicos da aplica~ao 
em vista. Urna das tecnologias usadas com frequencia para a produ~ao de 
biomateriais porosos é a técnica de liofiliza~ao. Para utilizar esta técnica, 
prepara-se uma solu~ao polimérica com uma dada concentra~ao, que é 
congelada em moldes com a dimensao e forma desejadas, consoante a 
aplica~ao pretendida. Congelar a solu~ao origina a forma~ao de cristais de 
gelo que, por sublima~ao durante o processo de liofiliza~ao, darao origem 
a porosidade da estrutura. Estes cristais de gelo serao tanto menores 
quanto mais rápido for o processo de congela~ao (Reys e col., 2013). 
Na prepara~ao de estruturas porosas para aplica~ao em engenharia de 
tecidos e medicina regenerativa é essencial a existencia de porosidade 
na estrutura, com poros de dimensao adequada a prolifera~ao celular, e 
elevada interconectividade entre os poros, que permita a migra~ao celular 
para o interior da estrutura, bem como o respetivo fluxo de nutrientes, 
oxigénio e produtos de excre~ao (Hutmacher, 2001). 
O colagénio é u m dos polímeros mais utilizados em engenharia de tecidos 
senda, nessa perspetiva, importante elucidar a aplica~ao desta técnica de 
prepara~ao de biomateriais, através de alguns exemplos de utiliza~ao de 
colagénio marinho. 
Num trabalho recente, Moreira-Silva e colegas solubilizaram colagénio 
previamente extraído a partir de peles do tubarao Scyliorhinus canícula 
(isolado como descrito por Fernandes-Silva e colegas (Fernandes-
Silva e col., 2013)) em ácido acético 0'5 M a urna concentra~ao de 4% 
e promoveram a sua reticula~ao in situ na presen~a de genipina 10 
mM, durante 2 horas. Esta solu~ao foi colocada em placas de 96 po~os, 
congelada a -80 oc e liofilizada, obtendo-se estruturas porosas estáveis. 
Por forma a avaliar a su a possível utiliza~ao na regenera~ao da cartilagem, 
estas estruturas foram caracterizadas utilizando diferentes técnicas. Foi 
realizada uma Análise Mecanica Dinamica (DMA) as estruturas húmidas, 
em PBS a 37 oc, sendo que em frequencias mais elevadas o material 
demonstrou boas propriedades de amortecimento, sugerindo bom 
comportamento viscoelástico. A capacidade das estruturas reticuladas de 
rete re m água foi também avaliada em PBS (a pH 7'4 e 37 °C), mostrando que 
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estas sao capazes de reter até 7 vezes a sua massa inicial. A caracterizac;ao 
morfológica das estruturas foi feita através de SEM e ¡J-CT, apresentando 
um tamanho de poro entre 150 e 200 ¡Jm, com uma porosidade total de 
66% (Figura 10). A proliferac;ao celular foi também avaliada com células 
ATDCS, senda possivel observar um aumento da quantidade de dsDNA 
em func;ao do tempo de cultura, demonstrando assim a ocorrencia de 
proliferac;ao celular, o que é suportado pelas observac;oes feitas através 
de SEM ao Langa dos dia de cultura (Figura 11). 
Figura 10. A) lmagem de SEM e B) ¡J-CT de estruturas porosas de colagénio marinho reticuladas 
com genipina e produzidas por liofiliza¡;ao. 
Figura 11. lmagens de SEM de células ATDCS cultivadas em estruturas de colagénio marinho 
reticuladas com genipina, obtidas ao longo de oito dias de cultura celular. 
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Estruturas porosas podem ser produzidas utilizando colagénio marinho, 
como referido no e><emplo anterior, mas estas podem também ser obtidas 
a partir da combina~ao de 2 ou mais polímeros naturais de origem 
marinha. Neste sentido, para a regenera~ao da mucosa oral, Terada e 
colegas produziram estruturas porosas através da mistura de quitosano 
e colagénio marinho isolado de escamas de tilápia (Terada e col., 2012). 
Estas estruturas foram preparadas por liofiliza~ao: a urna mistura de 
quitosano:colagénio (v/v) de iguais volumes de solu~ao de quitosano 
(0'8%, w/v) e colagénio (1 %, w/v) foi adicionado carbonato de sódio 
com hidrogenocarbonato de sódio (30 mmol/L), senda esta solu~ao 
colocada em moldes de forma a gelificar com a morfología adequada. 
Após desidrata~ao com etanol e liofiliza~ao, seguidos por u m trata mento 
desidrotérmico (130 oc, a baixa pressao, durante 24h), obtiveram-se 
estruturas porosas com propriedades mecanicas e porosidade adequadas 
a aplica~ao na regenera~ao da mucosa oral. 
3.4. Compósitos com hidroxiapatite 
3.4.1. Biomateriais baseados em fosfatos de cálcio 
A importancia dos fosfatos de cálcio na área da medicina regenerativa, 
particularmente nas aplica~oes na medicina ortopédica, dentária e cirurgia 
traumática, tem justificado o elevado número de estudos científicos e 
consequentes publica~oes. 
Na natureza e><istem diversas formas de fosfatos de cálcio com diferentes 
fins, dependendo das su as propriedades (Tabela 1). No entanto, apesar das 
diversas aplica~oes que os fosfatos de cálcio podem assumir, existe um 
especial interesse e m estudar as suas aplica~oes na regenera~ao de tecidos 
duros, incluindo cicatriza~ao de defeitos ósseos, tratamento de fraturas, 
aumento ósseo, reconstru~ao cranio-maxilo-facial, coluna vertebral, 
otorrinolaringología, oftalmología, assim como para o desenvolvimento 
de produtos para fins dentários e periodontais (Dorozhkin, 2013). 
O osso é um tecido metabolicamente ativo constituído por água, células 
e matriz óssea, responsável pelo suporte de todo o carpo. A matriz óssea 
é composta por urna parte organica (35%) constituída maioritariamente 
por colagénio e proteoglicanos e urna parte inorganica (65%) constituída 
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maioritariamente por cristais de fosfatos de cálcio, especiñcamente 
hidroxiapatite [Ca10(PO J6(0H)2]. Ambas as partes, organica e inorganica, 
sao importantes para manter a flexibilldade e resistencia a compressao, 
respetivamente (Seeley e col., 2008). No entanto, urna ampla gama de 
lesoes pode levar a perda das funcionalidades deste tecido. 
Tabela 1. Fosfatos de cálcio de acordo com rácio entre Ca:P (Vallet-Regí, 2001, Akram 
e col., 2014). 
Fosfato tetracálcico PTCa Ca 40(POJ1 2'0 
Hidro>dapatite HA Ca10(POJ6(0H)1 1'67 
Fluoroapatite FP Ca 10(POJ/1 1'67 
Fosfato tricálcico (u, [l, ¡) FTCa Ca, (POJ1 1'50 
Fosfato octacálcico FOCa Ca3H1(POJ6·5H10 1'33 
Hidrogenofosfato de cálcio dihidratado FDCaDH CaHP04·2H10 1'0 
Hidrogenofosfato de cálcio FDCa CaHP04 1'0 
Pirofosfato de cálcio FCa CazPl07 1'0 
Pirofosfato de cálcio di hidratado PFCaDH Ca,P,07·2H,O 1'0 
Fosfato heptacálcico FCaHP Ca7(Ps0,6)l 0'7 
dihidrogenofosfato tetracálcico FTCaDA Ca4HzP&O,o 0'67 
Dihidrogenofosfato de cálcio monohidratado FCaMH Ca(H,POJ, ·H 20 0'5 
Metafosfato de cálcio (u, fl, y} MFCa Ca(PO lJ 0'5 
Neste contexto, a hidroxiapatite surge como um dos fosfatos de cálcio 
mais estudados e procurados para este tipo de lesoes. A escolha da 
hidroxiapatite como biomaterial para aplica\oes biomédicas deve-se 
nao só a referida semelhan\a com a composi\ao nativa do tecido ósseo, 
mas também as suas excelentes propriedades de biocompatibilidade, 
osteoconductividade e osteointegra\ao, promovendo a adesao e 
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prolifera<;ao celular (Vallet-·Regí, 2001). No entanto, apesar das excelentes 
propriedades biológicas, a hidroxiapatite apresenta tracas propriedades 
mecanicas, que podem variar dependendo da sua origem. 
A hidroxiapatite pode ser sintetizada ou extraída de diversas fontes, desde 
ossos de mamíferos, espinhas de peixe, plantas, entre outros (Akram e 
col., 2014). Contudo, o método de extra<;ao e a respetiva eficiencia vao 
depender da fonte, da acessibilidade dos fosfatos de cálcio nessa fonte, 
bem como o seu teor mineral (Akram e col., 2014). Também o método de 
extra<;ao utilizado vai afetar as suas propriedades, como o tamanho de 
partícula, morfología, estequiometria, estabilidade térmica e presen<;a de 
ioes. Enquanto a hidroxiapatite do osso nativo, bem como a hidroxiapatite 
obtida a partir de mamíferos e alguns compostos marinhos já testados nao é 
estequiométrica, devido a presen<;a de determinados ioes (como magnésio, 
silício ou outros), a hidroxiapatite sintética é estequiométrica. Além disso, 
a hidrm<iapatite obtida a partir de mamíferos ou peixes apresenta um perfil 
mais puro ao contrário da obtida a partir de recursos biogénicos ou plantas, 
que sao mais instáveis, devido ao processo incompleto de conversao 
dos precursores da hidroxiapatite (AI<ram e col., 2014). Deste modo, as 
fontes marinhas tem-se tornado excelentes candidatos para a extra<;ao 
de hidroxiapatite, já que embora ainda que existam algumas limita<;oes e 
diferen<;as consoante a sua origem, os resultados obtidos até ao momento 
com os diversos fosfatos de cálcio sao bastantes promissores, como sao 
exemplo disso, aliás, outros capítulos deste livro. 
3.4.2. Aplica¡;oes 
A hidrm<iapatite está disponível e m diversos estados físicos, geralmente e m 
pó, granulas ou partíeu las de várias dimensoes. É geralmente combinada 
com outros bio'materiais, maioritariamente com polímeros, urna vez que 
estes conferem propriedades, como a elasticidade, que a hidrmdapati te 
nao tem e que é necessária para a mimetiza<;ao do tecido a regenerar (Liu 
e Ma, 2004). Existem vários estudos que combinam hidrmdapatite com 
diversos polímeros, tais como: gelatina (Change col., 2003), quitosano (Ang 
e col., 2002), colagénio (Wahl e col., 2007}, ácido potiláctico-co-glicólico) 
(PLGA) (l<im e col., 2007), ácido poliláctico (PLA) (Woo e col., 2007), entre 
outros, para a produc;ao de diversos biomateriais. Destas combinac;oes 
resultaram microsferas (Li e col., 2010), membranas (Madhumathi e col., 
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2009), nanotubos (Chandanshive e col., 2013), hidrogéis, estruturas 
tridimensionais (3D) (Wahl e col., 2007) ou até mesmo revestimentos, 
visando aplica~ao na regenera~ao de tecidos (Figura 12). 
SUBSTANCIAS INJECTÁVIES ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS 
HIDROGÉIS 
MICROSFERAS 
• 
APLICA~ÓES 
DA 
HIDROXIAPATITE 
NANOTUBOS 
MEMBRANAS 
Figura 12. Esquema ilustrativo da diversidade de aplica¡;;oes da hidroxiapatite. 
Com o objetivo de atender as necessidades do paciente, existe cada vez 
mais urna explora~ao intensiva de novas técnicas e métodos de produ~ao. 
A progressao nas técnicas de fabrico tem promovido o desenvolvimento 
de estruturas com elevado nível de complexidade. Como fruto da intensa 
investiga~ao, resultam bastantes produtos atualmente já registados e/ou 
até mesmo comercializados, que se encontram listados no trabalho de 
Dorozhl<in (2013). 
Apesar dos resultados já obtidos com hidroxiapatite serem bastante 
promissores e urna boa alternativa a muitos materiais, ao que se soma a 
vasta gama de produtos já disponíveis no mercado, a busca incessante por 
solu~oes cada vez mais próximas do que seria ideal leva muitos estudos a 
introduzir novas fontes naturais para obten~ao de hidroxiapatite e outros 
fosfatos de cálcio. 
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3.4.3. Fontes marinhas 
Fonte marinhas, específicamente resíduos e subprodutos de peixe, tem 
ganho especial interesse para aplica~6es biomédicas. Anualmente, uma 
elevada quantidade de subprodutos marinhos, como espinhas, cabe~as, 
petes, vísceras e caudas sao originadas no processamento de peixe, senda 
direcionadas fundamenta lmente p-ara produ~ao de alimento animal e 
fertilizantes (l<im e Mendis, 2006, Ferraro e col., 2010). No entanto, estes 
subprodutos provenientes da indústria pesqueira contem uma grande 
quantidade de proteínas estruturais (entre outros composto?), com 
potencial interesse para diferentes aplica~6es industriais, particularmente 
na área da engenharia de tecidos. Oeste modo, a eJ<trac;ao de compostos 
a partir de fontes marinhas tem-se tornado cada vez mais alvo de estudo. 
Geralmente, sao utilizadas peles e músculos de peixe para a extra~ao 
de colagénio e gelatinas e espinhas de pei><e para extrair cálcio para 
incorpora~ao em diferentes produtos dietéticos com destino a organismos 
com défice nos níveis deste iao. Recentemente, as espinhas tem servido 
também como tentativa para a extra~ao de fosfatos de cálcio, tendo sido 
já alcan~ados resultados consideráveis (l<im e Mendis, 2006). Além disso, 
a possibilidade de usar a mesma fonte para a extra~ao de diferentes 
compostos torna-a altamente promissora e valiosa. 
Outros capítulos deste livro abordam em detalhe a obten~ao de fosfatos 
de cálcio de recursos marinhos, particularmente de espinhas de peixe, 
pelo que recomendamos ao leitor interessado em informa~ao adicional a 
leitura desses capítulos. 
3.4.4. Combinac;ao de fosfatos de cálcio e colagénio marinho obtidos 
a partir da mesma fonte 
Para corroborar a importancia das espeCJes marinhas, testou-se a 
combina~ao de uma mistura de fosfatos de cálcio extraídos de dente 
de tubarao Prionace glauca com colagénio obtido a partir de pele da 
mesma fonte, para a produ~ao de estruturas tridimensionais porosas 
para posterior utiltzat;ao como suporte a cultura celular, numa ática de 
engenharia de tecidos do osso. Os fo sfatos de cálcio utilizados apresentam 
propriedades muito interessantes devido a presen~a significativa de flúor, 
correspondendo, ainda que parcialmente, a fluoroapatite. 
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Para a produc;ao das estruturas sol u bi lizou-se o colagénio (ASC) previamente 
extraído numa soluc;ao de ácido acético e adicionou-se a soluc;ao urna 
determinada quantidade de partículas de fosfatos de cálcio, de forma a 
obter diferentes formulac;oes, variando o rácio entre as concentrac;oes de 
fosfatos de cálcio e de ASC. Para reticular a mistura foram utilizados dais 
agentes de reticulac;ao diferentes: etil(dimetilaminopropil)carbodiimida/ 
N-hidroxissuccinimida (EDC/NHS) e HMDI. As estruturas foram produzidas 
pelo método de congelamento seguido por liofilizac;ao (Figura 13). 
Tubarao azul 
Extrac;ao de 
HA-ASC 
Processamento de estruturas 
Aplica~oes na 
Engenharia de 
Tecidos 
Figura 13. Esquema ilustrativo do processo de prodU(;ao de estruturas porosas, com-
pósito de colagénio e fosfatos de cálcio, para aplicac;ao em engenharia de tecidos. 
As estruturas compósitas produzidas revelaram-se estáveis e bioativas 
(Figura 14A), senda capazes de promover a adesao e a proliferac;ao celular 
(Figura 14B), tornando-as numa boa aposta para aplicac;oes futuras no que 
diz respeito á regenerac;ao de tecidos do osso. 
Figura 14. lmagens de SEM ilustrando os ensaios de avaliac;ao de bioactividade e 
citotoxicidade das estruturas compósitas de fosfatos de cálcio e colagénio de tubarao. 
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4. Considerac;oes finais 
O colagénio tem um largo espectro de aplicac;oes em áreas diretamente 
relacionadas com a saúde, como cosmética, farmaceutica ou cuidados de 
saúde, e também na indústria alimentar como aditivo ou nutraceutico. 
Normalmente extraído de fontes bovinas e porcinas, o consumo deste 
colagénio poderá ter alguns constrangimentos a nível de saúde, como 
transmissao de doenc;as (como a BSE, encefalopatia espongiforme 
bovina, conhecida como doenc;a das vacas loucas) ou devido a crenc;as 
religiosas, restringindo assim o consumo ou utHizac;ao da proteína obtida 
destas fontes. Embora dispendiosa, a produ~ao de colagénio através de 
tecnología recombinante é urna alternativa, através do uso de leveduras 
modificadas geneticamente de modo a expressarem a proteína desejada. 
Contudo é necessária tecnología avanc;ada e recursos elevados, o que tem 
limitado significativamente a sua explorac;ao comercial. 
Assim, conciliando urna fonte natural, abundante e pouco explorada, os 
recursos marinhos, nomeadamente as peles de peixes nao aproveitadas, 
tornam-se numa fonte ideal para a extra~ao de colagénio marinho 
onde este se torna, por sua vez, numa alternativa de grande valor ao 
colagénio comercializado atualmente. De facto, os colagénios podem 
ser extraídos de diversas fontes marinhas, como medusas, esponjas 
marinhas, pepinos-do-mar, cefalópodes e várias espécies de peixes, mas 
a utHizac;ao de um subproduto parece apresentar vantagens adicionais, 
por corresponder a urna valoriza~ao desse subproduto e assim de todo 
o recurso, contribuindo para urna explora~ao mais sustentável dos 
recursos marinhos. 
O colagénio obtido de diversas fontes marinhas te m sido também proposto 
para aplicac;ao biomédica, nomeadamente como membranas, géis e 
matrizes porosas para engenharia de tecidos (osso, cartHagem, mucosa 
oral, pele) ou para tratamento da pele, com resultados promissores. 
Para que seja possível avan~ar, é agora fundamental que o volume de 
resultados cres~a e se torne mais sólido, nomeadamente com valida~ao e m 
ensaios em modelos animais e mesmo em ensaios clínicos, que mostrem 
claramente a eficácia das tecnologías e produtos propostos. 
Por outro lado, é também fundamental trabalhar na caracteriza~ao 
e validac;ao do colagénio de fontes marinhas para aplica~ao na área 
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farmad!utica e médica, atendendo aos rigorosos e estreitos requisitos que 
essas áreas apresentam. Nesse aspeto em particular, há limita~oes críticas 
atuais para a utiliza~ao de subprodutos resultantes do processamento de 
peixe, que te m a ver coma su a classifica~ao como tal e que impedem a su a 
utiliza~ao para fins humanos, senda assim necessário ou um trabalho de 
reenquadramento legal ou de diferente tratamento desses materiais que 
sao, na verdade, matérias-primas muito relevantes. 
Do ponto de vista comercial, há ainda que contar com os concorrentes 
já estabelecidos, de origem bovina e porcina. Apesar das limita~oes 
referidas atrás, a sua produ~ao dentro de rigoroso controlo de qualidade 
e direcionando-os para mercados apropriados, constituem produtos de 
excelente qualidade e assim barreiras naturais a entrada no mercado de 
outros produtos que nao apresentem nenhuma característica fortemente 
diferenciad ora. 
Perspetiva-se assim um horizonte de vários anos até a entrada no mercado 
de biomateriais a base de colagénio marinho, mas tanto os dentistas 
como os médicos e farmaceuticos estao a trabalhar afincadamente para 
que isso seja urna realidade. E os pacientes precisam que essas solu~oes 
terapeuticas apare~am. 
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